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ABSTRACT 
 
 
 
 
Protein secretion is preferable compared to intracellular production due to its 
easy subsequent purification process.  The secretion generally requires a particular 
N-terminal signal peptide to lead the precursor protein to the secretion machinery.  In 
this study, a strategy to secrete a cyclodextrin glucanotransferase (CGTase) from 
Bacillus sp G1 into the culture medium of Lactococcus lactis using three different 
signal peptides was developed.  Heterologous signal peptides which are G1 (native 
signal peptide of CGTase from Bacillus sp G1) and M5 ( mutated form of G1 signal 
peptide by introduction of helix breaker at H-region signal peptides) were used for 
inducible and secretory expression of CGTase in L. lactis.  The effectiveness of these 
heterologous signal peptides was compared to the homologous signal peptides which 
is SPUsp45 signal peptide (derived from Unknown Secreted 45 kDa Protein of L. 
lactis). Secretion activity of CGTase led by G1 signal peptide was significantly 
increased by 46.2% and 75.0% compared to CGTase fused to M5 and SPUsp45 
signal peptide, respectively after 6 hour post-induction.  Sequence analysis showed 
there is no correlation between signal peptide characteristics (N-terminal signal 
peptide, hydrophobic signal peptide and C-terminal cleavage site) and secretion level 
of CGTase.  In addition, Response Surface Methodology (RSM) was applied to 
CGTase led by G1 signal peptide (G1-CGTase) to optimize culture cultivation for 
post induction temperature, nisin concentration and inducer starting point (OD600). 
The G1-CGTase activity increased approximately 2.81 fold from 5.79 U/mL to 16.89 
U/mL at the optimized post induction temperature, nisin concentration and inducer 
starting point (OD600) of 20.1°C, 3.086 ng/mL and 0.09, respectively.  Hence, G1 
signal peptide has a great potential to be incorporated in an expression vector to 
increase the level of  recombinant protein secretion in L. lactis. 
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ABSTRAK 
 
 
 
 
Rembesan protein menjadi pilihan berbanding penghasilan intraselular kerana 
dapat memudahkan proses penulenan.  Umumnya, rembesan protein memerlukan 
turutan N-terminal yang dinamakan peptida isyarat untuk membawa protein pelopor 
kepada jentera rembesan. Dalam kajian ini, satu strategi untuk merembeskan 
siklodekstrin glucanotransferase (CGTase) daripada Bacillus sp G1 ke dalam 
medium kultur Lactococcus lactis menggunakan tiga peptida isyarat yang berbeza 
telah dibangunkan.  Peptida isyarat heterologous iaitu G1 (peptide isyarat asal 
CGTase daripada Bacillus sp G1) dan M5 (mutan peptida isyarat G1 dengan 
pengenalan helix terpecah pada kawasan H peptida isyarat) telah digunakan untuk 
induksi dan merembeskan CGTase dalam L. lactis.  Kecekapan peptida isyarat 
heterologous telah dibandingkan dengan peptida isyarat homolog iaitu SPUsp45 
(diperolehi daripada “Unknown Secreted 45 kDa Protein” dalam L. lactis).  
Rembesan CGTase yang dibawa oleh peptida isyarat G1 telah meningkat dengan 
ketara sebanyak masing-masing pada 46.2% dan 75% dibandingkan dengan CGTase 
yang digabungkan dengan peptida isyarat M5 dan peptida isyarat SPUsp45 selepas 6 
jam induksi.  Jujukan analysis menunjukkan tiada hubungkait di antara ciri-ciri 
peptida isyarat (N-terminal, hidrofobik dan C-terminal tapak belahan) dengan tahap 
rembesan CGTase. Selain itu, kaedah gerak balas permukaan (RSM) telah digunakan 
oleh CGTase yang dibawa oleh peptida isyarat G1 untuk mengoptimumkan suhu 
selepas induksi, kepekatan nisin dan titik aruhan permulaan (OD600).  Aktiviti G1-
CGTase meningkatkan sebanyak 2.8 kali ganda daripada 5.79 U/mL kepada 16.89 
U/mL untuk suhu optima selepas induksi, kepekatan nisin dan titik aruhan permulaan 
(OD600) masing-masing pada 20.1°C, 3.086 ng/mL dan 0.09.  Oleh itu, peptida 
isyarat G1 mempunyai potensi yang besar untuk dimasukkan ke dalam vektor 
ungkapan bagi meningkatkan tahap rembesan  protein rekombinan dalam L. lactis.  
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